OPEN G ACCESS dzanas

Estudio bibliografico sobre la posible relacidén entre la regulacion de
la expresion de la ADN polimerasa theta y la desregulacion
metabdlica en células tumorales.

Carolina Guerrero Amelin?, Pedro Antonio Mateos GomezP

Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biologia de Sistemas, Facultad de Medicina y Ciencias
de la Salud, Universidad de Alcala, 28871 Alcala de Henares, Madrid, Espafia. 2.

a. carolina.guerreroa@edu.uah.es b. pedroantonio.mateos@uah.es
Palabras clave: ADN polimerasa theta; cancer; efecto Warburg; disfuncién mitocondrial; PGC1 alpha
Resumen

El cancer es una patologia que presenta una gran relevancia en nuestros dias. Se caracteriza por que las
células tumorales presentan un metabolismo diferente al de las células normales, ya que llevan a cabo
una glucdlisis anaerobica, incluso en condiciones de normoxia, llamada “efecto Warburg” o disfuncién
mitocondrial ya que no tiene lugar el ciclo de Krebs ni se emplea la cadena transportadora acoplada a la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Sorprendentemente, este metabolismo caracteristico de las
células tumorales no es llevado a cabo por las células normales exceptuando las células del testiculo,
tejido placentario y linfocitos. Ademas, se ha observado que las células tumorales presentan un aumento
en la expresion de Pol 6, una ADN polimerasa que actua en la reparaciéon alternativa de extremos no
homoélogos o alt-NHEJ, y que es considerada como diana terapéutica. La caracteristica de esta reparacion
es que a pesar de que repara las roturas de doble cadena para evitar la muerte celular, presenta una tasa
de mutacion muy elevada, lo que puede otorgar a las células tumorales nuevas caracteristicas para la
supervivencia, proliferacion y migracion. En el efecto Warburg se observa una reordenacién del ciclo
glucolitico potenciado por factores como HIF-1 o c-MYC, favoreciendo la obtencion de lactato, 2 ATP y
fuente de carbono para obtener intermediarios metabdlicos utilizados para crecer y multiplicarse. Como
consecuencia de ello, se elevan los niveles de ROS que son contrarrestados por la activacion de PGC-1 a
y de las enzimas antioxidantes. Los ROS provocan dafio en el ADN el cual tiene que ser reparado. En
este estudio se plantea la idea de que el aumento en la expresién de Pol 8 y por tanto la reparacién por
alt-NHEJ, podria estar inducida por el efecto Warburg, la regulaciéon del mismo o por las consecuencias
de éste. La misma relacion también podria observarse en las células normales que tienen elevada la
expresion de Pol 6.
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Introduccion y estado actual del tema

El objetivo del siguiente estudio tedrico es analizar la posible relacion entre los cambios metabolicos que
tienen lugar en las células tumorales, los cuales implican la disfuncién de la mitocondria o efecto
Warburg, y la expresion de la ADN polimerasa theta o Pol 6, una enzima que participa en la reparacion de
las roturas de doble cadena del ADN (DSB: double strand breaks).

El ADN de las células sufre dafio constantemente y requiere su reparacion para mantener la integridad de
la secuencia de nucle6tidos asi como su estructura y organizacion. Para mantener dicha integridad, las
células poseen distintos mecanismos de reparacion del ADN para los diferentes tipos de dafio que se
pueden producir, modificaciones en los nucleodtidos, roturas de cadena sencilla y de la doble cadena,
siendo estos ultimos los mas peligrosos y dificiles de reparar [1].

Las células tumorales presentan una mayor predisposicion a sufrir las consecuencias del dafio en el ADN
por diversos factores, el mas importante es una mayor dificultad para hacerle frente porque con mucha
frecuencia presentan mecanismos de reparacion del ADN deficientes, pero también por el aumento en la
tasa de proliferacion o el dafio causado por agentes citotoxicos en las terapias oncoldgicas [2].

Reparacion del ADN

La reparacion de las roturas de doble cadena en el ADN (DSB) es fundamental para la supervivencia de la
célula y para la estabilidad del material genético [3]. Existen 3 vias de reparacion para los DSB:
recombinacion dirigida por homologia (HDR), unién de extremos no homologos “clasica” (classical non-
homologous end-joining, c-NHEJ), y unién de extremos no homdlogos alternativa (alternative non-
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homologous end-joining, alt-NHEJ) [4]. Generalmente, las cé€lulas utilizan la HDR y la ¢c-NHEJ para
reparar los DSB, pero en algunos contextos, como puede ser el deterioro de esas vias de reparacion, las
células utilizan la alt-NHEJ para poder sobrevivir, lo que puede contribuir al desarrollo tumoral y a la
reestructuracion del genoma [3, 5, 6].

La reparacién de una rotura de doble cadena del ADN puede requerir reseccion para obtener extremos de
ADN de cadena sencilla o bien no requerirlo, esto depende de la fase del ciclo celular en la que se
encuentre y finalmente, determina la via de reparacion empleada [7]. Las vias de reparacion que requieren
reseccion son la HDR y la alt-NHEJ, mientras que la c-NHEJ no lo precisa (figura 1). La reparacion por
HDR tiene lugar durante las fases S y G2 del ciclo celular cuando hay disponibilidad de la cromatida
hermana que es usada para reparar el DSB. Para llevar a cabo la recombinacion homoéloga, es necesario
que la proteina BRCA1 (proteina de susceptibilidad a cancer de mama 1) induzca la reseccion del ADN,
junto con MRE (proteina reparadora de la rotura de doble cadena) y CtIP para que RPA (proteina de
replicacién A) se una al ADN de cadena sencilla. Posteriormente, BRCA2 (proteina de susceptibilidad a
cancer de mama 2) sustituye a RPA por RADS51, una recombinasa que inicia la busqueda de regiones
homodlogas en el ADN, para posteriormente reparar la rotura en el ADN manteniéndose la secuencia
inicial al ser copiada, procediendo como ocurre en la replicacion del ADN (figura 1). La via c-NHEJ se
activa durante la fase G1 del ciclo celular y es dependiente de Ku. El inicio del proceso sucede cuando se
une el dimero Ku70/80 a los extremos del ADN. La presencia del complejo Ku inhibe la reseccion del
ADN llevada a cabo por diferentes proteinas, por lo que la rotura no puede repararse por HDR ni por alt-
NHE]J. Gracias a la unién del dimero Ku70/80, se une la subunidad catalitica de la DNA-PKcs (proteina
quinasa dependiente de ADN). Para que tenga lugar el alincamiento del ADN se requiere el complejo
Artemis y el complejo de la ADN ligasa IV/XLF/XRCC4 que vuelve a unir los extremos (figura 1),
aunque a veces se introducen pequeiias deleciones en la secuencia [5-7].
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Figura 1.- Mecanismos de reparacion de roturas de doble cadena de ADN.

Sin embargo, en los tltimos afios se ha profundizado en el estudio de la alt-NHEJ [8, 9], aunque todavia
no se conocen todas las proteinas implicadas y si todos los eventos de alt-NHEJ dependen de Pol 0. La
reparacion es llevada a cabo mediante el uso de micro-homologias (pequeiias secuencias homoélogas a
ambos lados de la rotura) lo que provoca que la secuencia reparada presente deleciones, pero también
frecuentes inserciones. Tiene lugar durante las fases S y G2 del ciclo celular al igual que la HDR, porque
también requiere reseccion de los extremos del DSB. En este mecanismo la ADN polimerasa 0
desempefia un papel muy importante ya que promueve la hibridacion de los extremos de ADN en las
micro-homologias, puede extender la hebra de ADN de cadena sencilla afiadiendo segmentos de ADN
extra que generan dichas micro-homologias si no existieran, lo que generara una insercidon de secuencia
en la regioén reparada, y rellena los huecos que quedan en la secuencia después de la hibridacion.
Posteriormente, la ligasa III sella la unién de ambas cadenas reparandose asi el DSB (figura 1)[3, 10, 11].



ADN polimerasa theta (Pol 0)

Las ADN polimerasas son las enzimas que replican el ADN, pero algunas de ellas también participan en
la reparacion del dafio producido en el ADN, y en ambos procesos lo hacen con mayor o menor fidelidad
en funcidn el tipo de polimerasa. La ADN polimerasa 6 es una de las enzimas menos conocida puesto que
ha sido poco estudiada en comparacion con el resto de las polimerasas, ya que se descubri6 y se estudié
su mecanismo posteriormente [6, 10, 12].

Pol 6 es una enzima de baja fidelidad que esta codificada por el gen POLQ en células de mamiferos. Las
ADN polimerasas se clasifican en familias en funcién de la estructura primaria de las subunidades
cataliticas, perteneciendo la Pol 6 a la familia A. Esta polimerasa juega un papel importante en la
reparacion mediante union de extremos no homdlogos alternativa (alt-NHEJ), también conocida como
unién de extremos mediada por micro-homologias (MMEJ) o uniéon de extremos mediada por theta
(TMEJ) [6, 10, 13].

Pol 6 esta constituida por 3 dominios (figura 2): el N-terminal o dominio de tipo helicasa (el dominio
mas conservado y con actividad ATPasa dependiente de ADN), un dominio central y el dominio C-
terminal o dominio de ADN polimerasa, dentro del cual se encuentra un dominio de exonucleasa no
funcional, y 3 inserciones de secuencia que no estan presentes en ninguna otra polimerasa [6].
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Figura 2.- Representacion esquematica de Pol 6.

La baja fidelidad de Pol 6 aumenta la tasa de mutacion, lo que conlleva a la aparicion dentro de un tumor
de células genéticamente diferentes, lo que puede otorgarles capacidad para sobrevivir, progresar,
diseminarse e incluso generar resistencia a un tratamiento oncologico. En células normales no se expresa
o si lo hace, presenta unos niveles de expresion muy bajos [12]. Sin embargo, en la mayoria de los
tumores en los que se ha estudiado, se ha observado que los niveles de Pol 6 estan sobre expresados,
incluido el cancer de estomago, de pulmén, de colon, de mama o de ovario, (siendo mas elevado en el
cancer de mama y ovario con deficiencia en la reparacion por HDR [14]), correlacionandose con un peor
pronostico clinico del cancer y una disminucion de la respuesta a los tratamientos [6, 12, 14-16]. Ademas,
se ha demostrado que esta polimerasa es esencial para la supervivencia de células tumorales a través del
concepto de letalidad sintética (figura 3). Aquellos tumores deficientes en HDR, normalmente asociados
a mutaciones en genes como son los que codifican para BRCA 1 y 2, dependen de Pol 6 para la
reparacion de los DSB. La inhibicién de esta polimerasa en estas células hace que no se reparen los DSB
y se acumulen aberraciones cromosémicas letales para la célula [7]. Pero la deficiencia de Pol 6 también
afecta aunque en menor medida, a la proliferacion de células que no presentan dichas deficiencias en la
via HDR [17].
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Figura 3.- Esquema de la letalidad sintética en células tumorales.
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Por tanto, la ADN polimerasa 0 estd adquiriendo gran importancia en los ultimos aflos como diana
terapéutica frente al cancer [8], pero también por la posibilidad de promover que las células tumorales
adquieran fenotipos mas agresivos [10, 11].

Efecto Warburg

En los afios 20, Otto Heinrich Warburg junto con su grupo de trabajo afirmaron que las células tumorales
morian ante la falta de glucosa y oxigeno. Ademas, la glucosa que utilizaban era fermentada para producir
piruvato que convertian en lactato en lugar de Acetil-CoA, incluso en condiciones aerdbicas (figura 4).



Como resultado, en lugar de obtener 38 ATP mediante glucolisis aerdbica y fosforilacion oxidativa
llevada a cabo en las mitocondrias, obtienen tan solo 2 ATP. Ante la baja produccion de ATP, las células
tumorales lo compensan consumiendo grandes cantidades de glucosa en comparacion con las células
normales [18, 19]. Este descubrimiento fue nombrado como “efecto Warburg” y hoy en dia esta jugando
un papel muy importante frente a nuevas terapias contra el cancer.
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Figura 4.- Esquema de la glucdlisis llevada a cabo en las células normales y en las células tumorales,
en presencia y ausencia de oxigeno.

Se han propuesto diferentes mecanismos en torno al efecto Warburg para poder llegar a darle una
explicacion. El efecto Warburg se interpreta como resultado a una adaptacion para sustentar las
necesidades biosintéticas y metabolicas de las células tumorales ante un crecimiento exacerbado de las
mismas. La elevada demanda de glucosa permite obtener elevadas cantidades de metabolitos intermedios
que las células tumorales utilizan para su crecimiento y proliferacion [18, 20].

Otro mecanismo por el que tendria lugar el efecto Warburg en las células tumorales, seria el relacionado
con la regeneracion del NAD+ a partir de NADH obteniéndolo en la transformaciéon del piruvato en
lactato. De esta forma se mantendria una glucoélisis continuada ya que el NADH formado en las primeras
etapas seria consumido posteriormente. Sin embargo, por este balance NAD+/NADH no tendria lugar el
crecimiento y aumento de la masa de las células que ocurre con el efecto Warburg. Es por ello que cada
vez tiene mas relevancia el papel que juegan las mitocondrias. Gracias a las reacciones que tienen lugar,
se produce la biosintesis de lipidos, acidos nucleicos y aminoacidos [18]. Sin embargo, todavia no se ha
encontrado una propuesta concluyente respecto del efecto Warburg.
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Figura 5: Esquema de la glucolisis anaerdbica o “efecto Warburg” y las enzimas implicadas.

Efecto Warburg en células tumorales

Recientes estudios han concluido que las células tumorales reprograman su metabolismo en funcién de
las condiciones del ambiente, ya sea por falta de oxigeno, modificaciones en el pH, aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS), etc. Estas adaptaciones al entorno permiten el rapido crecimiento, migracion,
invasion y la resistencia frente a la apoptosis de las células [21].



Cuando una célula tumoral lleva a cabo una glucdlisis anaerobica o efecto Warburg, se observan
diferentes cambios en las mitocondrias (figura 5). Estos cambios principalmente reorientan el proceso
metabolico ya que el piruvato en lugar de ser usado en una produccion eficiente de ATP a través de la
fosforilacion oxidativa es empleado para obtener intermediarios del ciclo de Krebs. Es por ello que el
consumo de glucosa se desvia de una funcién estrictamente energética a una funciéon energética y
anabolica [19, 22].

Para reordenar el proceso metabdlico, intervienen diferentes enzimas y factores como son c-MYC, HIF-1,
PGC-1a, AKT... entre otros, contribuyendo a un desplazamiento del piruvato a lactato en lugar de Acetil-
CoA, aunque una parte contintia hacia el ciclo de Krebs para obtener intermediarios. En relacion a las
enzimas mitocondriales, la succinato deshidrogenasa (SDH) y la fumarasa (FH) pierden su actividad lo
que conlleva a una acumulacion de intermediarios que inhiben a la PHD (prolil-hidroxilasa HIF) la cual
se encarga de la degradacion de HIF-1 [23, 24]. Esta es una adaptacion metabolica de las células
tumorales, que junto con otras, aparecen durante su transformacion y proliferacion del mismo modo que
ocurre con la sobre expresion de Pol 0, lo que hace pensar que pudiera haber algin tipo de relacion entre
ambas.

Efecto Warburg en células normales

Los niveles de expresion de Pol 6 parecen ser mas elevados en la mayoria de las células tumorales y
sorprendentemente en tejidos no tumorales como son en los testiculos [12, 25-28], el tejido placentario
humano [12, 25, 27, 29] y en las células hematopoyéticas [25, 27]. En relacion con el efecto Warburg y
las células hematopoyéticas, en neutrdofilos, como eosinodfilos y basofilos por ser metabolicamente
similares, se ha observado que requieren de la glucosa para obtener ATP a través de la glucolisis
anaerdbica de igual manera que ocurre en las células tumorales, y de la ruta de las pentosas fosfato para
obtener NADPH. También se ha observado este metabolismo en macrofagos con polaridad M1 y en
células dendriticas activadas, mientras que en macréfagos con polaridad M2 utilizan solo la oxidacion de
los 4cidos grasos para obtener ATP [30, 31].

También se ha observado que en linfocitos T efectores (activos) predomina la glucélisis anaerdbica,
aunque también estd activa la fosforilacion oxidativa en menor proporcidon, mientras que en células T
memoria y T reguladoras predomina la oxidacion de los acidos grasos y la fosforilacion oxidativa. Este
cambio en el metabolismo de los linfocitos esta ligado al proceso de la respuesta inmune ya que en
aquellos linfocitos que requieren aumentar su crecimiento y proliferacion (como ocurre con los linfocitos
T naive al activarse a T efectores), predomina la glucolisis anaerdbica. Tras concluir la respuesta inmune,
los linfocitos T efectores resultantes modifican su metabolismo a un estado basal pasando a ser linfocitos
T memoria con un predominio de la fosforilacion oxidativa [31].

En relacion a los linfocitos B, estos también pasan de ser células basales a células activadas con
actividades metabolicas mas exigentes como es la formacion de antigenos y la expansion clonal. Cuando
los linfocitos B se van diferenciando, se ha observado que van variando su metabolismo, aunque cuando
son activados a través de los BCR (receptor de los linfocitos B) o inmunoglobulinas de superficie, se
observa que aunque se incrementa la glucolisis anaerdbica, la fosforilacion oxidativa también lo hace
estableciéndose un equilibrio entre ambas, sin predominio de ninguna de ellas [32].

Esta diferencia metabdlica entre las células hematopoyéticas y las células de otros tejidos, junto con que
son de las pocas células normales que expresan Pol 8, vuelve a sugerir cierta conexion entre ambos
procesos.

Recombinacién V(D)J y ADN polimerasa 6

La recombinacion V(D)J es un proceso llevado en los linfocitos T y B por el cual se generan al azar
diferentes combinaciones de segmentos (V, D y J) que codifican para diversas proteinas. Este proceso
tiene lugar para formar los receptores de los linfocitos T (TCR) y las inmunoglobulinas (Ig) de los
linfocitos B. Durante la diferenciacion de los linfocitos T y B, se produce la recombinacién somatica
entre los segmentos V(D)J, elegidos y cortados al azar por las recombinasas RAG1/2. Posteriormente,
tiene lugar la reparacion por la c-NHEJ y, en ultimo término, la desoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT) une ambos segmentos afiadiendo nucleodtidos al azar. Tanto el proceso de recombinacion
V(D)J como la hipermutacion somatica (proceso llevado a cabo para cambiar la region variable de las Ig
y mejorar la afinidad) ocurre en los linfocitos para aumentar la variabilidad de los TCR vy las Ig gracias a
los cortes aleatorios de las recombinasas y a las mutaciones incluidas durante el proceso de reparacion del
ADN [33]. Para aumentar alin mas las mutaciones y por ello, la variabilidad, las ADN polimerasas
intervienen durante la hipermutacion somatica. Se ha observado que la ADN polimerasa 1 intercambia
nucleotidos A/T, pero también se ha observado que la ADN polimerasa 0 puede intercambiar nucleotidos
C/G [34]. Como resultado, los linfocitos estarian obteniendo una variabilidad superior. El aumento de
expresion de Pol 0 observado en linfocitos donde tiene lugar la recombinacién somética (linfocitos T y B)
e hipermutacion somatica (linfocitos B), ademas de presentar una glucoélisis anaerdbica o efecto Warburg



en sus etapas activas o efectoras, sugiere que pudiera existir una relacion entre el efecto Warburg y la
expresion de Pol 0, y que esta misma relacion también existiera en las células tumorales.

Mitocondria

Las mitocondrias son los organulos implicados en diferentes actividades metabolicas. En ellas se lleva a
cabo el ciclo de Krebs, la oxidacion de acidos grasos y la fosforilacion oxidativa. Ademas, las
mitocondrias regulan los mecanismos de muerte celular programada y la senescencia [35].

Para llevar a cabo los diferentes procesos mitocondriales de la replicacion, transcripcion y reparacion del
ADNmt (ADN mitocondrial), es necesaria una cooperacion tanto de genes mitocondriales como de genes
nucleares (figura 6). Cuando se activan los genes que codifican para los factores respiratorios nucleares 1
y 2 (Nrfl y Nrf2), estos activan a su vez la transcripcion de numerosos genes, como son la proteina
reguladora de la transcripcion mitocondrial A (Tfam) (proteina de unién a la secuencia diana del
ADNmt), la ARN polimerasa (Polrmt), la ARNasa MRP, la ADN polimerasa y (PolG) o los factores
mitocondriales B1 y B2 (Ttb1 y Tfb2) [21, 36, 37].

El ADN mitocondrial o ADNmt esta formado por una doble cadena de ADN no unido a histonas. En
humanos, el ADNmt presenta una longitud de 16,5 kb y contiene 37 genes: 22 codifican para ARNs de
transferencia (ARNt), 2 para ARNs ribosémicos (ARNr) y 13 codifican polipéptidos que forman parte de
los complejos multienzimaticos que conforman la cadena transportadora de electrones mitocondrial: 7
forman el complejo I, 1 forma el complejo 111, 3 el complejo IV y 2 el complejo V (ATPasa) [38, 39].
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Figura 6.- Esquema de la cooperacion existente entre el ADN nuclear y el ADN mitocondrial.

Las especies reactivas de oxigeno o también llamados ROS (Reactive Oxigen Species) son subproductos
metabodlicos generados como resultado del transporte de electrones durante la fosforilacion oxidativa y la
reduccion del O,. Entre estas especies reactivas destaca el anidon superoxido, el radical hidroxilo, el
oxigeno singlete y sobre todo el peroxido de hidrégeno. Para poder mantener los niveles de ROS bajos,
existen diversos sistemas antioxidantes entre los que destaca la enzima SOD2 (superdxido dismutasa), y
los sistemas Trx2/TrxR2/Prx3(Tioredoxina/Tioredoxina reductasa/Peroxiredoxina) y GSH/GPx
(Glutation/Glutation peroxidasa), ya que cuando los niveles de ROS son elevados son toxicos para la
célula pudiendo inducir dafio en el ADN [40, 41].

El ADNmt presenta una alta tasa de replicacion, una mayor exposicion a ROS y una reparacion menos
eficiente respecto al ADN nuclear. Es por tanto que el ADNmt presenta una tasa de mutaciéon mas elevada
que el ADN nuclear [17, 37]. La informacion genética del ADNmt es mas densa debido a la ausencia de
componentes como intrones en comparacion con el ADN nuclear aumentando la probabilidad de dafiar el
ADNmt en una region codificante [17].

La ADN polimerasa y durante mucho tiempo ha sido considerada la tnica enzima encargada de la
sintesis, reparacion y replicacion del ADNmt. Diversos estudios han cuestionado esta hipotesis [42, 43]
ya que han observado que las mitocondrias aunque no admiten la reparacion por c-NHEJ, si tiene lugar la
reparacion alt-NHEJ, donde participa Pol 6 en condiciones de estrés oxidativo [42]. Las adaptaciones
metabdlicas de las células tumorales estan relacionadas con la actividad de las mitocondrias y éstas
parecen usar Pol 0 para la reparacion del ADNm en condiciones de estrés como puede ser el desarrollo
tumoral, representando otro nexo de union entre el efecto Warburg y la expresion de Pol 0.



HIF-1

Una de las caracteristicas de las células cancerigenas es su elevada tasa de crecimiento. Como
consecuencia de ello, las células cancerigenas inducen angiogénesis ya que, una vez instaurado el tumor,
este requiere nutrientes y oxigeno para poder seguir creciendo. Por tanto, las células mas alejadas de los
vasos se encuentran en un ambiente hipdxico y con pH bajo, presentando una menor tasa de proliferacion.
Estas células promueven la activacion de oncogenes, entre ellos c-MYC, Ras y AMPK, PI3K, AKT y
HIF-1, y suprimen p53 [19, 44].
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Figura 7.- Mecanismos de actuacion de HIF-1

Ante la falta de oxigeno, se transcribe el factor HIF-1 (factor inducible por hipoxia 1), un heterodimero
formado por una subunidad B (activa constitutivamente en el nucleo) y una subunidad a. E1 HIF-1 regula
la expresion de genes relacionados con la angiogénesis (VEGF), transportadores de glucosa como GLUT1
y enzimas glucoliticas, provocando un aumento en la tasa de captacion de glucosa y por tanto un aumento
en la glucolisis (figura 7) [24, 45, 46]. Por otro lado, HIF-1 modula enzimas clave involucradas en el
efecto Warburg. La activacion de HIF-1 y ¢-MYC incrementan la actividad de la enzima PDK1 (piruvato
deshidrogenasa quinasa) que inhibe a la PDH (piruvato deshidrogenasa) encargada de transformar el
piruvato a Acetil-CoA, por lo que impide que el piruvato entre en el ciclo de Krebs y, ademas, activa la
LDHA (lactato deshidrogenasa) que favorece la formaciéon del piruvato a lactato [24, 46, 47]. Esta
actividad reguladora del efecto Warburg o la regulacion transcripcional que lleva a cabo, podrian estar
relacionadas también con la regulacion transcripcional de la expresion de Pol 8 en ciertos contextos como
podria ser desarrollo tumoral.

Relacién entre efecto Warburg, PGC-1a, ROS y reparacién del ADN

El coactivador 1a del receptor activado gamma del proliferador de peroxisoma o PGC-1a es una proteina
codificada en el gen PPARGCI1A [36]. El PGC-1a es un regulador de la biogénesis mitocondrial ya que
dirige la maquinaria transcripcional, involucrado ademas en la detoxificacion de ROS y en la respiracion
celular [36, 48, 49].
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Figura 8.- Reguladores de la actividad de PGC-1o.

La disfuncion mitocondrial o efecto Warburg provoca un aumento en los niveles de ROS los cuales
pueden dafiar el ADN (figura 8). Cuando se elevan los niveles de ROS, estos inducen la expresion de



PGC-1a y como resultado, el PGC-1a induce la expresion de diferentes enzimas antioxidantes para que
los niveles de ROS disminuyan, aunque el dafio producido en el ADN debe ser reparado [21].

El PGC-1a también se encarga de la coordinacion que debe haber entre el ADN nuclear y el ADN
mitocondrial para llevar a cabo las funciones mitocondriales. La actividad de PGC-la se encuentra
regulada por niveles elevados de ROS, un bucle autorregulatorio, y por modificaciones post-
traduccionales (fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones...). Diversos factores como la falta de
glucosa, el ayuno o el ejercicio fisico inducen la activacion de AMPK que fosforila a PGC-la
directamente, asi como un aumento en los niveles de NAD+. Los niveles elevados de NAD+ potencian la
actividad de las desacetilasas dependientes de NAD+, Sirtuina 1 y 3 (SIRT1 y SIRT3) [36, 49]. SIRT1
desacetila PGC-1a y por tanto lo activa, mientras que la activacion de SIRT3 es necesaria para activar las
enzimas detoxificantes de ROS dependientes de PGC-la y para la biogénesis mitocondrial. Ademas,
existe una retroalimentacion entre SIRT3 y PGC-1a , ya que es necesario que esté activo PGC-1a para
que al unirse al receptor ERR-a (receptor a relacionado con el estrogeno) induzca la transcripcion de
SIRT3, como de SIRT3 para activar a PGC-1a [49]. Ademas, existen otros factores que activan PGC-1a
(como sucede con CREB), mientras que otros disminuyen su actividad, como ocurre a través de ERK,
NF«p o Smad3 entre otros [36].

En relacion con los ROS, se conoce que inducen la biogénesis mitocondrial a través de la regulacion de
diferentes coactivadores, como ocurre con PGC-1a a través de SIRT1 o SIRT3 [36, 49-51]. Por tanto, la
disfuncion mitocondrial tiene como resultado el aumento de ROS y de la biogénesis de mitocondrias, lo
que compensaria el menor rendimiento de estos organulos. Otra consecuencia del aumento en la
produccion de ROS es el dafio oxidativo que producen en las moléculas bioldgicas, siendo el mas
perjudicial el que se produce en el ADN. De nuevo, representando una posible conexion entre la
disfuncién mitocondrial y la expresion de Pol 6 que se encargaria de reparar el dafio producido por los
ROS en el ADN.

Conclusiones

Cuando tiene lugar el efecto Warburg aumentan los niveles de ROS, lo que provoca la activacion de
PGC-1a para disminuir dichos niveles. PGC-1a se dirige al nucleo y promueve la expresion de los genes
que regula, entre los que destacan aquellos que participan en la biogénesis mitocondrial [36, 48]. Ademas,
existe relacion con la reparacion del ADN ya que, al ser dafiado por el exceso de ROS, este debe de ser
reparado y esta reparacion es en parte gracias a Pol 0. Otra relacion observada es la que hay entre las
células tumorales y los linfocitos, ya que ambos presentan efecto Warburg, un aumento en la expresion de
Pol 6 y un aumento en la tasa de mutacion que beneficia a las células tumorales con una mayor capacidad
de supervivencia y evolucioén del tumor, y a los linfocitos como una mayor variabilidad en la formacion
de inmunoglobulinas y receptores.

La hipotesis que se propone se basaria en que el aumento de expresion de Pol 6 observado en células
tumorales podria estar mediado por los cambios metabdlicos o efecto Warburg, otorgandoles una mayor
capacidad de supervivencia a pesar de tener una tasa de mutacién mayor, que a su vez puede ser
interpretado como una ventaja para la evolucion del tumor.

Perspectiva de futuro

Para poder contrastar las diferentes ideas recogidas en el estudio tedrico, se propone la realizacion de
diversos experimentos como la inhibicion de la cadena respiratoria con diferentes drogas o mediante el
silenciamiento de una proteina de la cadena respiratoria cuyo gen esté codificado en el ADN nuclear, de
manera que se produjera un aumento en los ROS, y comprobar si condujera al aumento en la expresion de
Pol 6. Del mismo modo se usarian drogas para inhibir la fosforilacion oxidativa y potenciar el efecto
Warburg, o inhibir la glucdlisis y obtener el efecto contrario. Por otra parte, se silenciaria la expresion de
PGC-1 y HIF-1 para analizar si los niveles de Pol 6 disminuirian. Ademas, se contemplaria la posibilidad
de llevar a cabo cultivos celulares en medios especificos (ej.: con deficiencia de aminoacidos...) asi como
en camaras de hipoxia para observar el comportamiento metabolico de las células y si de nuevo condujera
al aumento en la expresion de Pol 0. Por otra parte, también se analizaria si estas modificaciones tuvieran
efecto en la biogénesis de las mitocondrias, midiendo posibles aumentos del ADNm o de componentes
especificos de las mitocondrias, como la cardiolipina, que es un lipido de la membrana, o la proteina
citrato sintasa.
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